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Infeamolekalar vernetzte Insnlinderiv ate 
Me Brttndung hetri „ t tatramolefcular vemetzte Insulinder . Tate 

" Ar - e «t Basis dieser I.sulinderivate scrie 
Verfahren au ihrer fferstellimg. 

Bie seuen Ir.aulinderi.ate ze iennen aien durch eiffiJ 
™ne g ene W i rta n s ( Stlnulation ^ ^ 
und eina „ ,er e leien ra memin lgllger bl „ er _ 
senKende Va^eit aas . AufgmilQ ihrer ^ 

Exgenseharten Bind die nenen Inenlinderivate Kir die Behandlun- 
des insulinpilieh.tigen Mabet9a besonders ^ geeignet _ 

Insmln ist als nit p^^^ ^ paMnteral 

applizierbar m d bat darttter ^ mp ^ ^ E ^ iert3 _ 
.ext. Zur therapeutiseben Verwendnng ale Antiaiabetitan werden 
daber BepotprSperate „deb, die ent„eder durcb Zusatz fremder 
«□«.. wie Beiapiel Protamin o4ep oder ^ 

flber f ubrsn E in die M St aUto a , in der Xnsnlin als He^eres 
vorliegt, erhalten werden. 

Beide P OT en des protahiert ^ ^ 

daB ^nnogene Eigenschaften ve r star kt auftreten, inde m die 
freaden 2usatze im Sime eiMe AdduTans . mekt85 ^ ^^^^ 
r«- iu.es die Gr8Be dea Holekuls flie iTCoe6ne 
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Man hat auch "Mono-Oompound-Inanlln" baw. -Bin 6 le-Pelc?SS|^. 
vorgesehlagen, die frei von adjuvant ar tig virkendem Proinsulin 
Bind. In dieser Form besit.t Insulin swar eine gerxngere immuno- 
gene Wirkung, eine Verlangerung der biologischen Wirkung ist ' 
aber auch hier nur durch Depotfor ffl en moglieh, wobei dann wieder 
die immunogenen Eigenschaf ten verstarkt werden. 
Aufgabe der Erfindung ist es, Insulinderivate zu entwickeln, 
die ohne Zusatse eine langanhaltende biologische Wirksamkeit " 
aufweisen. 

Es wurde nun gefunden, daB intramolekular vernetzte Insulin- 
derivate, bei denen die Aminograppe des Glycinrestes in Position 1 
der A-Kette und die c-Aminogruppe des Lysinrestes in Position 29 
der.B-Kette durch eine Kette von 4 bis 10 Atomen uberbriickt 
sind, keine Oder nur eine sehr geringe Reduktion der biologischen 
Wirkung Z eigen, aber bereits bei intravenoser Application eine 
2 bis 4 mal langere Wirkungsdauer haben. Die Wirkungsdauer kann 
durch subcutane Applikation noch verlangert werden. Da diese 
protahierte Wirkung ohne die iiblichen, die immunogenen Eigen- 
schaften verstarkenden, Depotformen erreicht wird, haben die 
erfindungsgemalSen Verbindungen gegenuber den handelsiiblichen 
Insulinen groBe Vorteile. 

Die Erfindung betrifft somit intramolekular vernetste Insuline 

der allgemeinen Formel I S S 

HN-G2y L 1 A _ Kette 

I ' 

S S 
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worin X eine gegebenenf alls durch eine oder me^evel-Atol^ 
Oder KH-Gruppen unterbrochene Alkylengruppe aus 2 - 8 
G-liedern bedeutet. 

Die neuen Insulinderivate lassen sich dadureh herstellen, 
daB man Insulin mit Dicarbonsaurederivaten oder Alkandiiso- 
cyanaten umsetzt. 

Als Dicarbonsaurederivate konmen Di-N-Hydro X y S uccini m idester, 
Di-p-Kitrophenylester, Bi Q -(Alkoxycarbonyl-anHydride), Di_ 
halogenide usw. infrage. GemaB der Bedeutung von X kann die 
Alkylenkette in den Dicarbonsaurederivaten und in den Diiso- 
cyanaten durch O-Atome oder M-Gruppen unterbrochen sein. 

Die Umsetzung wird in einem polaren Losungsmittel, insbesondere 
Dimethylform^id, Dimethyl sulfoxid oder Hexamethylphosphorsaure- 
triamid, in Gegenwart eines tertiaren Amins wie Sriathylamin 
oder MthylmSbholin in hoher Yerdiinnung vorgenommen. 

Die Reinigung erfolgt nach den in der Peptid- und Proteinchemie 
iiblichen|etboden, wie 2UB1 Beispiel durch Chromatography iiber 
Sephadex^ oder lonenaustauscher, durch tragerfreie Elektro- 
phorese oder Gegenstromverteilung. 

Die Insulinderivate konnen durch Endgruppenbestimmung (Dansyl- 
methode, DHP-Methode, Edmannabbau) , durch Trypsinabbau und 
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oxydase Snllitolyse eindeutig charakterisiert vejen. 068 ^ 

Die neuen Insulinderivate konnen in Form isotonischer 
Oder hypotonia* en Losungen von etwa 40 IE Wirkstoff/ml 
ale Dlutzuckersehkende A rzne i m ittel ZU r Behandlnng des 
Diabetes angewendefc werden. 



- 5 - 
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Bei spi el 1: 



1,004 g (175 Mol) Rinderinsulin in 1000 ml Dimethyl- 
formamid werden mit 353 yul (2,52 m Mol) Triathylamin 
nnd 65,6 mg (210 yu Mol) -Berns beinsaure-Ms-succiniiaid- 
ester versetzt. 

Die Reaktionslosung bleibt 15 Stunden "bei laumtemperatur 
stehen. Darin wird das Dime thy lformamid im Vakuum ab- 
desfcilliert , der Hiickstand gegen 0,01 m Ammoniumhydroxid- 
losung dialysiert und anschlieBend gefriergetrocknet . 

Das Produkt vird unter Verwendung von DEAE-Sephadex in 
7 m Harris toff puffer chromatographiert. 

Man erhalt 523 mg Gly A1 - £-Lys B29 -succinoyl-insulin. 
Papierelektrophorese : 

Bedingungen: 2,4 m Ameisensaure/4 m Harnstoff , Anfarbung 
mit Pauly-Jteagenz. Es wurden 300 ^ug aufgetragen. Die 
Substana wandert als einheitliche Bande. Ihre relative 
Wanderungsgeschwindigkeit liegt Dei 0,74 (Insulin: 1,00). 

- 6 - 
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Eme Losung von 30,7 mg (210 /U Hoi) Adipinsaure in 
5 ml Dimethylforr.iamid und 58,3 yul (420 flol) 
Triathylamin wird bei -10°0 rait 56,7 yul (420 /U Hoi) 
ChlorameifiensauroisoUrbylesfcer versetzt . 

Dieae Losung wird bei -10°C zusammengegeben nit einer 
Loeung von 1,004 g Rinderinsulin (175 Hoi) in 
1000 ml 'l)inietliyl.formamid und 3 55 ^ul (2,52 m Kol) 
T ri a thy 1 a.ni i n . 

Nach einer Heaktionszeit von 20 Stunden bei Raiidtemperatur 
ward wie in Beispiel 1 auf gearbeitet und gereinigt.- 

Man erhalt 490 rag Gly A1 - £- LyB B29 _adipinoyl-insulin. 
Beispiel 5: 

44,1 mg Suberoyldichlorid (210 /U Mol) in 3 ml Dimetfcyl- 
formamid werden ait 1,004 g Rinderinsulin (175 ^ Mol) 
in 1000 m] Dimethylf ormamid und 411,5 /Ul Triathylamin 
(2,94 m Hoi) versetzt, 

Nach einer Heaktionszeit von 5 Stundon wird wie in Beispiel 1 
aufgearbeitet und gereinigb. 

Man erhalt 5 20 mg Gly A 'L £ - Ly£; ^-suberoyl-insulin. 

-- 7 - 
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1,004 g (175 yu Mol) Hinderinsulin warden in 1000 ml 
Mmethylfounamid gelost und-mit 353 yul (2,52 m Mol) 
TriSthylamin und 35,3 mg (210 /U Mol) Hexamethylen- 
diisocyanat versetzt. 

Nach 15 Stunden bei Raumtemperatur wird wie in Beispiel 1 
aufgearbeitet und gereinigt. 

Man erhalt 564 mg Giy A1_ £ ^ ^^^^^ 
carbamoyl-insulin. 
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Patentanspriiche : 2206826 
) Intramolekular vernetzte Insuline der allgemeineu Formel I 



HN-Gly - 



i r 



s 



I^ys B-Kette 



worin X eine gegebenenf alls durch eine oder mehrere 
O-Atome oder HH-Gruppen unterbrochene Alkylengruppe aus 
2-8 Gliedern bedeutet. 

2. ) Gly A1 _^_Lys B2 ^-succinoyl-insulin. 

3. ) Gly A1 - <f-Lys B29 -adipinoyl-insulin. 

4. ) Gly A1 -^-Lys B29 -suberoyl-insnlin. 

5. ) Gly £-Lys B2 ^-hexamethylendicarbamoyl-insulin. 
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6. ) Blutzuckersenkendes Arzneimittel mit lang 

anhaltender Wirkung auf Basis einer Verbindung 
gemaB Anspruch 1. 

7. ) Verwendung der Insulinderivate gemaB Ansprach "1 

in einer pharmazeutischen Preparation. 

8. ) Yerfaliren zur Herstellung von Verbindungen der 

allgemeinen Forzael I, dadurch gekennzeichnet , 
• daB man Insulin mit Dicarbonsaurederivaten oder 
Alkandiisocyanaten umsetzt. 
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Intramolecular crosslinked insulin derivatives the invention relates to of intramolecular crosslinked insulin derivatives and 
drugs on basis of these insulin derivatives as well as methods to their preparation. 

The new insulin derivatives are characterised by a reduced immunogenic effect (stimulation of the formation of antibodies) 
and a continuous to blood-sugar-lower effectiveness prolonged in the comparison to the insulin. Due to their favorable 
biological properties the new insulin derivatives for the treatment of the insulin-requiring diabetes are particularly good 
suitable. 



Insulin is only parenteral ones as hormone with a protein character applizierbar and has beyond that only a short half life. 
The therapeutic use as Antidiabetikum therefore depot preparations will become used, which is present either by addition 
of foreign fabrics, like for the example protamine or Surfen or by transfer into the crystal form, in the insulins as 
Hexameres, obtained. 



Both forms it protahiert effective insulin has the disadvantage that immunogenic properties amplified arise, as the foreign 
additions in the sense of an Adjuvans effect and the crystal form increase the immunogenic effect by the size of the 
molecule. 



One has also "mono Compound-insulin" and/or. "Single Poak insulin" proposed, which are free of adauvanzartig acting 
proinsulin. In addition, in this form insulin possesses a smaller immunogenic effect, an extension of the biological effect is 
here only by depot forms possible, whereby then again the immunogenic properties become amplified. 



Object of the invention is it to develop insulin derivatives which exhibit a long lasting biological effectiveness without 
additions. 



It now found that intramoieRular crosslinked insulin derivatives, with which the amino group of the glycine remainder in 
position 1 of the A-chain and the e-Amillogruppe of the Iysinrestes are in position 29 of the B-chain by a chain of 4 to 10 
atoms bridged shows no or only a very small reduction of the biological effect, but already with intravenous application 2 
to 4 times longer duration of effect has. The duration of effect can become by subcutane application still extended. There 
this protahierte effect without the conventional, the immunogenic properties strengthening, depot forms achieved will 
have, the compounds according to invention opposite the commercial insulins major advantages. 



The invention relates to thus intramolecular crosslinked insulin of the general 
EMI2.1 

EMI2.2 

where X one if necessary by or several O-atoms or NH group an interrupted alkylene group from 2 - 8 members means. 

The new insulin derivatives can be manufactured by the fact that one converts insulin with dicarbonic acid derivatives or 
Alkandiisocyanaten. 



As dicarbonic acid derivatives DIN hydroxysuccinimide esters, the-p-Nitrophenylester come, until (Alkoxycarbonyl 
anhydrides), Dihalogenide etc. infrage. In accordance with the meaning of X the alkylene chain can be in the dicarbonic 
acid derivatives and in the diisocyanates by O-atoms or NH group interrupted. 

The conversion becomes in a polar solvent, in particular dimethylformamide, a dimethyl sulfoxide or a 
HexamethslphosphorQaure tri amide, in presence of a tertiary amine such as tri ethyl amine or N-Athylmo@pholin in high 
dilution made. 
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The purification made after in the peptid and protein chemistry the conventional methods, like for the example by 
chromatography over Sephadex* or ion exchangers, by inertial-free electrophoresis or counter current distribution. 

The insulin derivatives can become by Endgruppenbestimmung (Dansyl method, DDS method, Edmannabbau), by 
Trypsinabbau and oxydative Sulfitolyse unique characterized. 



The new insulin derivatives can blood-sugar-lower isotonic or hypotonic solutions of approximately 40 IE Wirkstoff/ml in 
form as drugs the treatment of the diabetes applied to become. 



B e i 5 PI e 1 1: 1,004 g (175 /u Mol) Rinderinsulin in 1000 ml Dimethylformamid werden mit 353 /ul (2,52 m Nol) 
Triathylamin und 65,6 mg (210 Mol) Bernsteinsaure-bis-succinimidester versetzt. 



The reaction solution stops 15 hours with room temperature. Then the dimethylformamide in the vacuo is abdestilliert, the 
residue against 0,01 m caustic ammonia solution dialyzed and subsequent freeze dried. 



The product becomes using DEAE Sephadex in 7 m urea buffer chromatography ore. 



One receives 523 mg Gly Al-6-Lys B29-succinoyl-insulin. 



Paper electrophoresis: Conditions: 2.4 m Ameisensaure/4 m urea, staining with Pauly reagent. 300 /ug applied became. 
The substance moves as uniform band. Their relative Wanderungsgeschwindigkeit is with 0,74 (insulin: 1,00) B e i s p i e I 
2: A solution of 30,7 mg (210 Mole) adipic acid in 3 ml Dimethylformemid and 58.8 I (420 Mole) tri ethyl amine becomes 
with -10 C with 56,7 I (420 Mole) Chlorameiscasaureisobutylester offset. 



This solution becomes with -10 C together-given with a solution of 1,004 g cattle insulin (175 Mole) in 1000 ml 
Dimethyl@ormamid and 353 I (2.52 m mole) tri ethyl amine. 



After a reaction time of 20 hours with room temperature as in example 1 and purified is regenerated. 



One receives 490 mg Gly Al-#-Lys B29-adipinoyl-insulin. 

B e i s p I e I 3: 44.1 mg Suberoyldichlorid (210 /u mole) in 3 ml dimethyiformamides become with 1,004 g cattle insulin 
(175 /U mole) in 1000 m] dimethyiformamides and 411,5 I tri ethyl amine (2.94 m Nol) offset. 



After a reaction time of 5 hours as in example 1 and purified is regenerated. 



One receives 520 mg Gly Al-#-Lys B29-suberoyl-insulin. 



e e i s p i e 1 4: 1.004 g (175 /u mole) cattle insulin in 1000 ml dimethyiformamides dissolved and with 353 /ul (2.52 m 
mole) tri ethyl amine and 35.3 mg (210 /u mole) hexamethylen diisocyanat offset. 



After 15 hours with room temperature as in example 1 and purified is regenerated. 



One receives 564 mg Gly Al-#-Lys B29-hexamethylendicarbamoyl-insulin. 
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